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ABSTRACT

Endophytic microbes are microbes which live symbiotically inside the plant tissue. The potential of those microbes were studied for many
purposes such as industrial and agriculture. The purpose of this research was to study the potential of endophytic microbes for bioactive
compound production as plants protection agent. From 238 bacteria isolates tested, it were identified that 44 bacteria were against the
Xanthomonas campestris, 49 isolates against Pseudomonas solanacearum, 28 isolates against Colletotricum gloeosporioides, 18 isolates
against Fusarium oxysporum, 19 isolates against Xanthomonas campestris and Pseudomonas solanacearum, 6 isolates against X.
campestris and C. gloeosporioides, four isolates against X. campestris and F. oxysporum, two isolates against P. solanacearum and F.
oxysporum, seven isolates against C. gloeosporioides and F. oxysporum, five isolates againt X. campestris, P. solanacearum and C.
gloeosporioides. Fermentation process was conducted to collect the bioactive compound against pathogen. Isolates HL.50B.106 could
produce bioactive compound against C. gloeosporioides, and F. oxysporum, isolates HL.13B.21 against X. campestris and P.
solanacearum, isolates HI.12B.19 against X. campestris, P. solanacearum and C. gloeosporioides. Thin layer chromatography analysis
showed specific spot, different from standard (media). Spot was purple in color after sprayed with CeSO,. Rf value of HL.50B.106 extract
were 0.51 and 0.53 (fraction 1 and 2), 0.62 and 0.64 (fraction 3 and 4).
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PENDAHULUAN Di Jepang beberapa penelitian tentang kapang endofitik
telah dilakukan pada tanaman cinofers, Rye grasses dan
Indonesia adalah negara tropis yang kaya dengan flora  Ericaceous (Koga et al., 1993., Hata dan Futai, 1993,
dan fauna. Banyak jenis tumbuhan, merupakan sumber 1995, 1996; Okane et al., 1996). Hasilnya menunjukkan
plasma nutfah yang tidak ternilai. Beberapa tahun terakhir ~bahwa beberapa kapang endofitik dari tanaman monokotil
ini penggalian sumber daya mikrobia yang terdapat di menghasilkan beberapa senyawa racun terhadap lembu
dalam jaringan tanaman mulai banyak mendapat perhatian. dan serangga yang makan rumput tersebut. Dilaporkan
Mikrobia tersebut mulai dipelajari untuk berbagai tujuan. pula bahwa telah diproduksi secara biologikal senyawa aktif
Mikrobia endofiik yang berasal dari rumput telah kapang endofitik dari conifers (Findlay et al., 1995; Schultz
diaplikasikan untuk keperluan industri dan pertanian (Clay, €tal., 1995; Stierle et al., 1993)
1988), namun masih banyak mikrobia endofitik belum Wiryanta (2002) mengatakan bahwa penyakit layu pada
diketahui karakter dan potensinya (khususnya di tanaman tomat disebabkan oleh P. solanacearum, penyakit
Indonesia). Kapang endofitk mempunyai hubungan busuk buah pada tanaman tomat oleh Colletotrichum
mutualistis dengan tanaman inangnya yaitu proteksi  glocosporoides, penyakit layu pada tanaman tomat dan
terhadap herbivor, serangan serangga atau jaringan yang  Pisang oleh Fusarium oxysporum cubense sedang penyakit
patogen (Siegel, et al., 1985; Clay, 1986; Yang et al., 1994).  bisul pada tanaman kedelai oleh X. campestris. Dalam
Dikatakan oleh Petrini (1991) bahwa kapang endofitik yang ~ rangka mengkaiji bakteri endofitik, maka keempat mikrobia
hidup di dalam tanaman tidak merugikan inangnya. Telah ~ patogen tersebut akan digunakan untuk menyeleksinya.
diketahui pula bahwa hubungan antara mikrobia endofitik ~ Mikrobia endofitik hidup bersimbiosis dengan tanaman di
dengan tanaman adalah karena kontribusi senyawa kimia ~ dalam jaringan tanaman, apabila mikrobia tersebut mampu
yang dihasilkan oleh mikrobia yang memiliki berbagai jenis menghasilkan suatu agensia biologis yang dapat
bioaktif (Strobel et al., 1996; Cacabuono dan Pomilio, 1997; memerangi penyakit tanaman maka secara langsung
Rizzo et al., 1997; Fabry et al., 1998). tanaman tersebut akan terhindar dari serangan penyakit
yang juga disebabkan oleh mikrobia. Tanaman yang sehat

secara langsung dapat bertahan terhadap adanya berbagai

v Alamat korespondensi: serangan penyakit.
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BAHAN DAN METODE

Isolasi bakteri endofitik. Isolasi bakteri endofitik
dilakukan pada 126 sampel tanaman yang berasal dari
Taman Nasional Gunung Halimun, Kebun Raya Bali, Kebun
Raya Jambi, Hutan di Riau, Kebun Plasma Nutfah Puslit
Bioteknologi, tanaman pertanian di Sukabumi. Isolasi
dilakukan berdasarkan metode Tanaka et al. (1999).

Uji anti bakteri dan kapang patogen. Pengujian anti
mikrobia penyebab penyakit tanaman pertanian dilakukan
dengan cara sebagai berikut: bakteri’lkapang patogen
tanaman (Pseudomonas solanacearum, Xanthomonas
campestris, Colletotricum gloeosporioides, dan Fusarium
oxysporum) ditumbuhkan dalam media kemudian dilarutkan
menggunakan aquades steril, suspensi mikrobia ditransfer
ke dalam cawan Petri sebanyak kurang lebih 1 mL
kemudian dituangkan media Potato Dextrose Agar/Nutrient
Agar cair masing masing untuk kapang dan bakteri yang
bersuhu 35-40°C ke dalam cawan Petri tersebut, media
digoyang agar homogen dan didiamkan beberapa saat
sampai dingin. Setelah dingin, ditempelkan potongan kertas
saring steril yang berukuran sama pada media tersebut,
selanjutnya diteteskan suspensi mikrobia endofit sebanyak
10 pL di atas potongan kertas tersebut. Cawan Petri
diinkubasi pada suhu 30°C selama 1-3 hari sampai terlihat
pertumbuhan atau adanya lingkaran jernih disekitar
potongan kertas tersebut. Lingkaran jernih tersebut
merupakan tanda adanya senyawa bioaktif yang dihasilkan
oleh mikrobia endofit untuk memproteksi diri terhadap
serangan/ pertumbuhan mikrobia patogen. Mikrobia
patogen yang digunakan diperoleh dari koleksi Pusat
Penelitian Bioteknologi LIPI (Xanthomonas campestris), Pusat
Penelitian Biologi LIPI (Pseudomonas solanacearum), dan
IPB (Colletotricum glocosporoides dan Fusarium oxysporum).

Proses fermentasi dari mikrobia endofit terseleksi.
Mikrobia endofit terseleksi diinokulasikan pada media cair
Nutrient Broth dalam Erlenmeyer 500 mL yang diisi 150 mL
media (dua ulangan). Erlenmeyer diinkubasikan dalam
“shaker incubator” dengan kecepatan 150 rpm selama 6
hari pada suhu 28-30°C.

Ekstraksi dan KLT. Sampel hasil fermentasi diekstraksi
tiga kali dengan menambahkan kloroform (1:1). Ekstrak
dievaporasi selama kurang lebih 15 menit pada suhu 40°C,
selanjutnya dilakukan KLT dengan fase gerak kloroform
dan metanol dengan perbandingan 5:1. Pemurnian
dilakukan terhadap hasil ekstraksi (senyawa yang larut
dalam kloroform dan tidak larut dalam kloroform) masing
masing difilter menggunakan kolom yang berisi silika gel.
Fraksi-fraksi ditampung dalam botol yang selanjutnya
dianalisis kembali menggunakan kertas KLT.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi dari 126 sampel tanaman hutan diperoleh
238 isolat bakteri endofit. Hasil pewarnaan gram menunjuk-
kan 107 isolat gram negatif dan 131 isolat gram positif
dengan berbagai bentuk sel seperti bulat, oval, batang
pendek, dan panjang. Hasil seleksi bakteri endofit terhadap
mikrobia patogen (X. campestris, P. solanacea-rum
Colletotricum glocosporoides, dan Fusarium oxysporum)
diperoleh 100 isolat mampu menghambat pertumbuhan
mikrobia patogen (Tabel 1). Dari bakteri yang terseleksi, 44
isolat mampu menghambat pertumbuhan X. campestris, 49
isolat menghambat P. solanacearum, 28 isolat
menghambat C. glocosporoides, dan 18 isolat menghambat
F. oxysporum. Di antara bakteri yang terseleksi ada yang
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mempunyai kemampuan ganda yaitu 19 isolat menghambat
X. campestris dan P. solanacearum, tujuh isolat
menghambat C. gloeosporioides dan F. Oxysporum, enam
isolat menghambat X. campestris dan C. gloeosporioides,
empat isolat menghambat X. campestris dan F. oxysporum,
lima isolat menghambat P. Solanacearum dan C.
gloeosporioides, dua isolat menghambat P. solanacearum
dan F. oxysporum. Di antara mikrobia endofit yang mampu
menghambat mikrobia patogen, lima isolat dapat
menghambat tiga mikrobia patogen (X. campestris, P.
solanacearum dan C. gloeosporioide) yaitu isolat dengan
kode CBN.3B.19, HL.12B.19, HL.20B.38, HL.39B.88 dan
HL.11B.16 (Tabel 2).

Gambar 1. Zonasi jernih bakteri HL.50B.106 terhadap mikrobia
pathogen Fusarium oxysporum.
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Gambar 2. Hasil analisis KLT dari ekstrak bakteri HL.50 B. 106
dalam pelarut klroroform.
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Gambar 3. Hasil KLT ekstrak isolat HI.12B.19 (A, B) dan HL.13B.
21 (C, D) dalam pelarut air dan khloroform (fermentasi 48 jam).
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Tabel 1. Hasil pengujian bakteri endofitik yang mampu menghambat  67. SKB.94B.235 - + - -
pertumbuhan mikrobia patogen: X. campestris, P. solanacearum, 68. HL.10B.14 - - + +
C. gloeosporioides dan F. oxysporum cubense (dari 238 isolat yang 69. HL.11B.16 + + + -
diuji). 70. HL.31B.67 - - +
71. HL.32B.72 - - + +
Hasil pengujian terhadap mikrobia patogen 72. HL.42B.95 - - + +
No. Kot?:kltz(r)ilat Xanthomonas  Pseudomonas  Colletotrichum oiszzglrj?m ;2 jgggg};g : .
campestris ~ solanacearum  gloeosporioides cubense 75 HL.64B.131 } } ) +
1. CBN.1B.4 + - - - 76. HL.71B.149 - - + -
2. CBN.1B.6 + - - - 77. HL.74B.156 - - + -
3. CBN.1B.8 + + - - 78. HL.82B.181 - - + -
4. CBN.2B.12 + - - - 79. CBN.2B.10 - - + -
5. CBN.2B.14 + + - - 80. CBN.2B.13 - - + -
6. CBN.3B.15 + - - + 81. CBN.8B.29 - - + -
7. CBN.3B.16 + + - - 82. HL.75B.161 - - + -
8. CBN.3B.17 + + - - 83. JB.62B.124 - - + -
9. CBN.3B.18 + + - 84. SKB.92B.208 - + - -
10. CBN.3B.19 + + + - 85. SKB.93B.226 - + - -
11. CBN.4B.20 - + - - 86., SKB.94B.229 - - - +
12. CBN.4 B.21 + - - 87. SKB.94B.235 - + - -
13. CBN.6B.24 - + - - 88. SKB.94B.238 - - + -
14. HL.3B.5 - + - - 89. SKB.95B.240 - - + -
15. HL.7 B.10 + - - - 90. SKB.95B.242 - - + +
16. HL.11B.15 - + - 91. SKB.95B.243 - - - +
17. HL.12B.19 + + + - 92. SKB.95B.245 - - + -
18. HL.13B.21 + + - - 93. SKB.95B.248 - + - +
19. HL.14 B.23 + - - - 94. SKB.95B.250 + - - +
20. HL.14B.24 - + - - 95. SKB.96B.253 - - +
21. HL.15B.25 - + - - 96. SKB.96B.257 - - + +
22. HL.16 B.26 - + - 97. SKB.97B.260 - - + +
23. HL.17 B.28 + + - - 98. SKB.97B.262 - - - +
24. HL.20B.37 + - - - 99. SKB.97B.263 - - + -
25. HL.20B.38 + + + - 100 SKB.97B.264 +4++ - - +
26. HL.20 B.40 - + - - Keterangan: + = Luas zonasi jernih antara 0,5-2,5 mm; ++ = Luas
27. BL.22B.43 + - + - zonasi jernih antara 2,6-4,0 mm; - = Tidak terlihat zonasi jernih.
28. BL.23B.46 + + - -
29. BL.23 B.47 + - - -
30. BL.25B.52 + - - - Tabel 2. Hasil penapisan bakteri endofit anti bakteri/kapang patogen.
31. BL.26 B.53 + - - -
32. BL.27 B.57 + - - - Jumlah bakteri endofit
33. HL.28 B.60 + + - - Mikrobia patogen tanaman anti bakteri/kapang
34. HL.29 B.63 + - - - patogen (isolat)
35. HL.31B.65 + - - + Xanthomonas campestris
36. HL.32B.70 + - - - Pseudomonas solanacearum 49
37. HL.32B.71 + + - - Colletotricum gloeosporioides 28
38. HL.33B.73 + - - - Fusarium oxysporum 18
39. HL.38 B.82 + - - - X. campestris, P. solanacearum 19
40. HL.38 B.83 ++ + - - X. campestris, C. gloeosporioides 6
41. HL.39 B.84 + + - - X. campestris, F. oxysporum
42. HL.39 B.86 - + + - P. solanasearum, C. gloeosporioides 5
43. HL.39B.87 - + - - P. solanacearum, F. oxysporum 2
44. HL.39 B.88 + + ++ - C. gloeosporioides, F. oxysporum 7
45. HL.39 B.89 + + - - X. campestris, P. solanacearum, C. 5
46. HL.40 B.91 + - - - gloeosporioides
47. HL.45B.98 + - - - X. campestris, P. solanacearum, C. -
48. HL.45B.99 - + - - gloeosporioides, F. oxysporum
49. HL.46 B.101 - + -
50. HL.46 B.102 - + - +
51. HL.48 B.104 } + } i} Melliawati et al. (2004) melaporkan bahwa bakteri
gg :tgg 2182 + + . endofit HL.38B.83 yang berasal dari Tanam Nasional
54 HL51B.107 } + ) ) Gunung Halimun mempunyai daya hambat yang sangat
55 HL.52 B.110 + . - . luas terhadap pertumbuhan X. campestris dan hasil analisis
56. JB.53B.111 - + - - KLT menunjukkan ada dua spot yang berbeda dari
57. JB.58B.119 - + - - standard (media) yang berarti dihasilkan senyawa lain
58. JB.59 B.120 - + - - (bioaktif) yang menghambat mikrobia patogen. Dalam
59. JB.61B.122 - + - - penelitian ini isolat bakteri HL.50B.106 yang berasal dari
60. HL.68 B.140 + N B B tanaman Mallotus paniculatus yang mempunyai nama
g; :t;g glgg : + daerah calik angin menunjukkan kemampuan menghambat
63 HL.86 B.191 ) + ) } pertumbuhan dua jenis kapang sekaligus, vyaitu: C.
64. HL.87 B.193 . + . . gloeosporioides dan F. oxysporum. Kedua jenis kapang
65. SKB.92B.208 - + - - patogen tersebut menyebabkan penyakit busuk buah dan
66. SKB.93B.226 - + - - layu pada tanaman tomat (Wiryanta, 2002). Hasil analisis
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KLT dari ekstrak bakteri HL.50B.106 yang sudah melalui
pemurnian memperlihatkan satu spot dari masing masing
fraksi (Gambar 2). Berdasarkan hasil tersebut, bakteri
endofit tersebut mempunyai potensi untuk dikembangkan
dalam menghasilkan senyawa aktif antikapang patogen.
Hasil pemurnian melalui kolom pemisah diperoleh fraksi
fraksi (Gambar 2), ada empat fraksi masing-masing
diperoleh nilai Rf 0,51; 0,52; 0,62 dan 0,64. Gambar 3 hasil
KLT dari ekstrak bakteri HI.12B.19 dan HL.13B.21
memperlihatkan adanya senyawa yang berbeda dari
standar (medium) baik yang larut dalam air maupun dalam
khloroform. Nilai Rf. pada HL.12B.19 dan HL.13B.21 yang
larut dalam khloroform masing masing 0,92 dan 0,78
sementara yang tidak larut dalam khloroform nilai Rf. 0,34
dan 0,56. Hasil tersebut merupakan senyawa aktif yang
dihasilkan oleh bakteri endofit yang mampu menghambat
pertumbuhan mikrobia patogen (ditunjukkan adanya zonasi
jernih pada seleksi awal dalam media padat seperti terlihat
pada Gambar 1. Fraksi fraksi hasil KLT setelah melalui
penyemprotan dengan Ce,SO4 menunjukkan warna ungu.

KESIMPULAN

Bakteri endofit tanaman hutan Indonesia mempunyai
prospek dalam menghasilkan senyawa aktif yang berguna
untuk memproteksi serangan mikrobia patogen tanaman
(Xanthomonas campestris, Pseudomonas solanacearum,
Colletroticum gloeosporioides, dan Fusarium oxysporum).
Seratus bakteri mampu menghambat pertumbuhan mikrobia
pathogen, beberapa di antaranya mampu menghambat 2-3
jenis mikrobia pathogen). Hasil seleksi diperoleh lima isolat

bakteri dengan kode isolate CBN.3B.19, HL.12B.19,
HL.20B.38, HL.39B.88, dan HL.11B.16  mampu
menghambat pertumbuhan tiga mikrobia patogen

(Xanthomonas campestris, Pseudomonas solanacearum,
Colletroticum gloeosporioides). Hasil analisis KLT terhadap
ekstrak  HL.50B.106, HL.12B.19 dan HL.13B.21
mengandung senyawa aktif (steroid) yang mampu
menghambat pertumbuhan mikrobia patogen.
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